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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

4.1 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan menggunakan metode eksperimental, 

membandingkan pengaruh peningkatan kadar Cocamide DEA terhadap 

karakteristik fisikokimia dan uji aktivitas antibakteri Staphylococcus aureus pada 

sabun minyak atsiri sereh wangi dengan konsentrasi 1% dengan metode yang 

digunakan yaitu difusi teknik sumuran. 

4.2 Variabel Penelitian 

4.2.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah penggunaan kadar surfaktan 

Cocamide DEA dengan konsentrasi 2%, 4% dan 6%. 

4.2.2 Variabel Tergantung 

Variabl tergantung pada penelitian ini adalah hasil karakteristik 

fisikokimia serta diameter zona hambat dari Staphylococcus aureus. 

4.2.3 Definisi Operasional 

Definisi operasional dalam penelitian ini meliputi: 

a. Sabun mandi cair adalah bentuk sediaan pembersih kulit berbentuk cair 

yang dibuat dari bahan dasar sabun atau deterjen dengan penambahan 

bahan lain yang diijinkan dan digunakan untuk mandi tanpa menimbulkan 

iritasi pada kulit (Anggi, 2017). 

b. Sabun cair sereh wangi adalah sediaan semi padat berupa sabun cair yang 

menggunakan surfaktan Cocamide DEA dan SLS sebagai basis serta bahan 

lain yang diformulasikan dengan penambahan minyak atsiri sereh wangi 

sebagai bahan aktif. 

c. Surfaktan adalah molekul yang mengurangi tegangan permukaan air. Bahan 

ini memiliki ekor hidrofobik (non-polar, "suka lemak") dan kepala 

hidrofilik (kutub, "suka air”). Bekerja sebagai bahan pembusa, pengemulsi 

dan dispersan (Quant K,2010). 
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d. Kontrol positif adalah kelompok perlakuan yang besar kemungkinannya 

menghasilkan efek atau perubahan pada variabel tergantung. Kelompok 

kontrol positif bertujuan untuk membuktikan bahwa eksperimen yang 

digunakan sudah tepat dan dapat menghasilkan perubahan. Adapun kontrol 

positif yang digunakan pada penelitian ini adalah sabun cair X yang beredar 

di pasaran. 

e. Uji karakteristik fisikokimia meliputi Organoleptis, pH, bj, viskositas, dan 

stabilitas busa.  

f. Zona inhibisi, yaitu daerah jernih disekitar cakram yang tidak ditumbuhi 

oleh bakteri Staphylococcus aureus. 

4.3 Tempat dan Waktu Penelitian 

4.3.1 Tempat penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Teknologi Sediaan Farmasi 

Program Studi Farmasi Fakultas Ilmu Kesehatan Universitas Muhammadiyah 

Malang.  

4.3.2 Waktu Penelitian 

Penelitialn ini dilalkukaln paldal bulaln April 2023 salmpali bulaln Algustus 

2023. 

4.4 Bahan 

Balhaln penelitialn yalng digunalkaln untuk formulalsi salbun calir: 

Minyalk altsiri sereh walngi, TEAl, Karbomer, Cocamide DEA, PEG 400, 

Propilenglikol, Alsalm lalktalt, Naltrium benzoalt, Dinaltrium EDTAl daln Alqualdest. 

Balhaln Uji Alntibalkteri: 

Balhaln-balhaln yalng digunalkaln untuk uji alntibalkteri sedialaln salbun calir minyalk altsiri 

sereh walngi dengaln surfalktaln Cocamide DEA sebalgali kelompok uji, medial untuk 

menumbuhkaln balkteri NAlP (Nutrient Algalr Plalte), balhaln pembualtaln suspense 

balkteri. Choloroxylenon 4,8% sebalgali kontrol positif, kontrol negaltif alqualdes daln 

balkteri Stalphylococcus alureus yalng diperoleh dalri Lalboraltorium Sedialaln Steril 

Falkultals Ilmu Kesehaltaln Universitals Muhalmmaldiyalh Mallalng. 
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4.5 Alat 

Allalt-allalt yalng digunalkaln paldal penelitialn ini yalitu sebalgali berikut. Calwaln 

petri, kalwalt ose steril, alutoklalf, Inkubaltor, LAlF (Lalminalr Alir Flow), bekerglalss, 

gelals ukur, talbung realksi, baltalng pengalduk, sendok penyu, pH meter, timbalgalngaln 

digitall, viskometer brookfield, hot plalte, pipet volume, piknometer. 

4.6 Alur Kerja 

Paldal penelitialn ini dialwalli dengaln pembualtaln sedialaln salbun minyalk altsiri 

seralh walngi dengaln kaldalr 1% daln dengaln penalmbalhaln surfalktaln Cocalmide DEAl 

(2%, 4% daln 6%). Terdalpalt 3 formulal salbun alntibalkteri daln 1 formulal sebalgali 

kontrol negaltif. Yalng alkaln diuji kalralkteristik fisikokimial (orgalnoleptis daln 

homogenitals, viskositals, bj, pH daln stalbilitals busal) dulu kemudialn dilalnjutkaln 

dengaln uji alktivitals alntibalkteri paldal Stalphylocoocus alureus. Formulal I (F1) 

mengalndung Cocalmide DEAl (2%), Formulal II (F2) mengalndung Cocalmide DEAl 

(4%), Formulal III (F3) mengaldung Cocalmide DEAl (6%) daln formulal kontrol 

negaltif (F0) tidalk ditalmbalhkaln Cocalmide DEAl. Semual formulal direplikalsi 3 kalli 

daln uji dilalkukaln replikalsi 3 kalli dengaln volume malsing-malsing sebalnyalk 100ml. 
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4.7 Rancangan Formula 

Da llalm penelitialn ini terdalpalt 3 formulal sa lbun minyalk a ltsiri sereh walngi 

dengaln Cocalmide DEAl berbalga li konsentra lsi.  

 

Gambar 4. 1 Rancangan Formula 

 

 

 

Pembuatan sediaan sabun antibakteri minyak atsiri sereh wangi 

dengan kadar 1% dengan surfaktan Cocamide DEA dengan kadar 

2%,4%,6% 

Kontrol 

negatif 

mengandung 

minyak atsiri 

sereh wangi 

tanpa 

Cocamide 

DEA 

Formula II 

mengandung 

minyak atsiri 

sereh wangi 

dan 

Cocamide 

DEA (4%) 

Formula III 

mengandung 

minyak atsiri 

sereh wangi 

dan 

Cocamide 

DEA (6%) 

Formula I 

mengandung 

minyak atsiri 

sereh wangi 

dan 

Cocamide 

DEA (2%) 

Evaluasi sediaan  

Uji karakteristik fisikokimia 

(Organoleptis, viskositas, 

pH, stabilitas, busa bobot 

jenis) dan uji zona hambat 

pertumbuhan bakteri. 

 

Uji antibakteri 

terhadap 

Staphylococcus 

aureus 

Analisis data 
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4.8 Formulasi Sabun Antibakteri 

Talbel formulal salbun minyalk altsiri kalyu malnis dengaln kaldalr 1% terdiri dalri 

4 formulal yalitu kontrol negaltif (kontrol negaltif), Formulal 1 (formulal yalng 

mengalndung Cocalmide DEAl dengaln kaldalr 2%), Formulal 2 (formulal yalng 

mengalndung Cocalmide DEAl 4%) daln Formulal 3 (formulal yalng mengalndung 

Cocalmide DEAl dengaln kaldalr 6%). 

Tabel IV. 1 Formulasi Sabun Anti Bakteri 

Bahan Fungsi Satuan Blanko F1 F2 F3 

Minyak atsiri 

sereh wangi 

Balhaln alktif % 1 1 1 1 

TEA Alkalizing 

agent 

% 1 1 1 1 

Karbomer  Gelling algent % 1 1 1 1 

Cocamide DEA Surfalktaln  % - 2 4    6 

PEG 400 Co Surfactant % 20 20 20 20 

Propilenglikol Moisturizer % 10 10 10 10 

Asam laktat Whitening 

algent 

% 1,4 1,4 1,4 1,4 

Natrium 

benzoat 

Pengalwet % 0,2 0,2 0,2 0,2 

Dinatrium 

EDTA 

Chelating 

algent 

% 0,1 0,1 0,1 0,1 

Aquades kosolven  Ald 100 Ald 

100 

Ald 

100 

Ald 

100 

 

4.9 Cara Pembuatan 

Karbomer berfungsi sebagai thickening agent dilarutkan dengan aquadest 

hingga mengembang. TEA berfungsi sebalgali alkalizing agent yalng balik kemudialn 

di talmbalhkaln Cocalmide DEAl berfungsi sebalgali surfaktan, PEG 400 sebagai co 

surfaktanl, ditalmbalhkaln dinaltrium EDTAl sebalgali chelalting algent daln jugal dalpalt 

mencegalh terjaldinyal oksidalsi, ditalmbalhkaln propilen glikol sebalgali pelembut algalr 

ketikal sedialaln digunalkaln memberikaln kesaln nyalmaln daln memberikaln kesaln 

lembalb paldal kulit, ditalmbalhkaln naltrium benzoalt sebalgali pengalwet algalr sedialaln 

tidalk terkontalminalsi oleh mikroorgalnisme, ditalmbalhkaln alsalm lalktalt sebalgali 
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pengaltur pH ke dallalm bealker glalss kemudialn alduk ald homogen. Minyalk altsiri sereh 

walngi ditalmbalhkaln di alduk hinggal membentuk calmpuraln yalng homogen, 

kemudialn di ald kaln salmpali 100ml menggunalkaln alqudest. 

  

Gambar 4. 2 Cara Pembuatan 

4.9.1 Evaluasi Fisikokimia Sediaan 

1. Orgalnoleptis 

Pengalmaltaln orgalnoleptis dalpalt di nilali dalri tekstur sedialaln yalng stalbil 

meliputi perubalhaln walrnal daln balu salbun sertal tekstur. Sedialaln halrus 

menunjukaln sedialaln yalng homogen. Pengujialn homogenitals ini dilalkukaln 

dengaln calral mengoleskaln salbun sebalnyalk 0,1 gralm yalng telalh dibualt paldal 

objek glalss, kemudialn dilihalt alpalkalh balsis tersebut homogen daln alpalkalh 

permukalalnnyal hallus meraltal. Alpalbilal sedialaln hallus meraltal dalpalt 

disimpulkaln balhwal sedialaln tersebut homogen (Depkes RI, 1985). 

2. Pemeriksalaln pH 

Pengukuraln pH sedialaln dilalkukaln dengaln allalt pH meter balsic 20+. Dicuci 

elektrodal dengaln alqualdest daln dikeringkaln dengaln tisu, kemudialn 

dilalkukaln kallibralsi dengaln lalrutaln buffer stalndalrt pH 4.0 daln pH 7.0, 

elektrodal dicuci daln dikeringkaln kemballi. Ditimbalng sedialaln salbun 

Siapkan alat dan bahan 
Mengembangkan 

Karbomer 

Setelah mengembang, ditambahkan TEA sedikit demi sedikit 

hingga pH netral sambal diaduk hingga menjadi masa gel 

yang baik 

Ditambahkan PEG 400, Cocamide dea, dinatrium EDTA, 

propilen glikol, natrium benzoat dan asam laktat, 

ditambahkan secara berturut turut ke dalam campuran aduk 

ad homogen. 

Campuran kemudian ditambahkan minyak atsiri sereh wangi 

aduk hingga menjadi campuran yang homogen. Tambahkan 

aquades ad 100ml. 
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sebalnyalk 5 gralm, kemudialn diencerkaln dengaln alqualdest salmpali 50 ml. 

Lallu dilalkukaln pengukualn pH sedialaln dengaln calral elektrodal dimalsukkaln 

kedallalm sedialaln salbun daln dilihalt alngkal yalng terteral paldal allalt (Depkes RI, 

1995). Nilali pH salbun calir yalng ditetalpkaln SNI 4085:2017 aldallalh 6-8. 

3. Viskositals  

Pengukuraln viskositals salbun diukur menggunalkaln allalt viskometer 

Brookfield. Viskometer Brookfield aldallalh sallalh saltu viskometer yalng 

menggunalkaln kumpalraln altalu galsing yalng dicelupkaln ke dallalm zalt uji daln 

mengukur talhalnaln geralk dalri balgialn yalng berputalr. Tersedial kumpalraln 

yalng berbedal untuk rentalng kekentallaln tertentu, daln umumnyal dilengkalpi 

dengaln kecepaltaln rotalsi (FI IV, 1995). Sebalnyalk 80 ml salmple dimalsukkaln 

kedallalm bekerglalss, kemudialn memalsalng spindle ukuraln 62 daln rotor 

dijallalnkaln dengaln kecepaltaln 60 rpm. Setelalh viskometer menunjukkaln 

alngkal yalng stalbil, halsilnyal dicaltalt kemudialn dikallikaln dengaln falktor 

pengkalli. Berdalsalrkaln persyalraltaln SNI 06-4085-1996 tentalng rentalng 

viskositals sedialaln salbun calir yalng memenuhi persyalraltaln yalitu 500- 20000 

cPs. 

4. Stalbilitals busal 

Salmpel ditimbalng sebnalyalk 1g dimalsukkaln kedallalm talbung realksi, 

kemudialn ditalmbalhkaln alqualdest salmpali 10ml, dikocok selalmal 20 detik 

lallu ukur tinggi busal yalng dihalsilkaln. Pembentukaln busal dihitung dengaln 

mengukur tinggi busal daln stalbilitals busal dengaln didialmkaln selalmal 5 menit, 

kemudialn diukur tinggi busalnyal (Yunialrsih dkk,2020). Berdalsalrkaln SNI 

persyalraltaln tinggi busal dalri salbun calir yalitu 13-220mm. 

5. Bobot jenis 

Bersihkaln piknometer, keringkaln piknometer daln timbalng. Malsukkaln 

salmpel ke dallalm piknometer salmpali dialtals galris teral. Tutup kemudialn 

malsukkaln piknometer ke dallalm rendalmaln alir es salmpali suhu 20oC. 

Permukalaln alir es halrus lebih tinggi dalripaldal permukalaln dallalm piknometer, 

sehinggal semual isi piknometer terendalm. Bialrkaln piknometer terendalm 

hinggal suhunyal menjaldi 20oC kemudialn bersihalkaln balgialn lualr piknometer 

dengaln tisu daln timbalng piknometer yalng berisi salmpel. Ulalngi pengerjalaln 
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tersebut dengaln memalkali alir suling sebalgali penggalnti salmpel 

replikalsisebalnyalk 3 kalli. 

Perhitungaln:  

Bobot jenis, 200C = 
𝑾𝟏−𝑾

𝑽
 

Keteralngaln:  W = Bobot pikno kosong 

   W1 = Bobot piknometer daln salmpel 

   V = Volume piknometer 

4.10 Uji Aktivitas Antibakteri  

4.10.1 Pembuatan Media Nutrient Agar Plate (NAP) 

Pembualtaln medial Nutrient Algalr Plalte dengaln calral menimbalng algalr 

nutrien sebalnyalk 4,5 gralm, lallu malsukkaln dallalm gelals ukur. Talmbalhkaln 

alqualdes salmpali volume menjaldi 225 ml. Lalrutaln yalng sudalh lalrut disterilisalsi 

dallalm alutoklalf paldal suhu 121oC selalmal 15 menit. Lalrutaln algalr nutrien yalng 

telalh disterilisalsi ditualngkaln ke dallalm malsing-malsing calwaln petri sebalnyalk 15 

ml (Nalzhifal, 2013). 

4.10.2 Peremajaan Biakan Bakteri 

Balkteri uji dialmbil dengaln jalrum ose steril, kemudialn ditalnalmkaln paldal 

medial nutrient algalr dengaln calral menggores, selalnjutnyal diinkubalsi dallalm 

inkubaltor paldal suhu 370C selalmal 24 jalm (Mpilal, 2014). 

4.10.3 Pembuatan Suspensi Bakteri Staphylococcus aureus 

Larutan Mc Farland sebagai pembanding suspense bakteri pembuatan 

dimana konsentrasi bakteri adalah 108 CFU/ml. dipipet 0,1 ml dari larutan 

tersebut kemudian masukkan ke dalam labu ukur 10 ml ditambahkan Nacl 0,9% 

ad tanda dimana konsentrasi menjadi 106 CFU/ml (Arimbi, 2017). Larutan Mc. 

Farland 0,5 digunakan dengan membandingkan kekeruhan biakan bakteri pada 

media cair dengan kepadatan 6 x 108 sel/ml dengan langkah sebagai berikut:  

1) Mengambil 0,05 ml larutan Barium Chlorida (BaCl₂) 1%.  

2) Mengambil 9,95 ml larutan Asam Sulfat (H₂SO₄) 1%.  

3) Mencampurkan larutan pada tabung reaksi, dengan perbandingan 

diatas.  



35 

 

 

 

4) Menyimpan larutan dalam suhu kamar dan tempat gelap serta tidak 

terkena matahari secara langsung.  

5) Mengambil 3-5 koloni biakan bakteri Staphylococcus aureus dan 

diencerkan dengan aquades sampai dengan tercapai larutan 

homogen untuk mendapatkan kepadatan 6 x 108.  

6) Membandingkan dengan larutan standar Mc. Farland 0,5. Jika 

biakan bakteri Staphylococcus aureus belum sama dengan Larutan 

pembanding, maka ditambahkan aquades. Jika terlalu keruh, dapat 

ditambahkan bakteri dengan menggunakan jarum ose. 

4.11 Uji Daya Hambat Bakteri  

1. Sialpkaln sedialaln salbun yalng alkaln di uji F1, F2, F3, K (-), daln K (+). 

2. Membuka bungkus media Nutrient Agar Plate (NAP). 

3. Dan memberi label penutup masing-masing cawan agar dengan nama 

organisme uji yang akan diinokulasi. 

4. Larutan agar dengan aquadestt menggunakan stirrer hot plate. 

5. Sterilisasikan media menggunakan instrument autoklaf selama 15 menit pada 

suhu 1210C. 

6. Menggunakan media ke dalam cawan agar sebanyak ± 15ml dan menunggunya 

hingga memadat ± 10 menit. 

7. Menggunakan Teknik steril, menginokulasi semua cawan agar dengan masing-

masing organisme uji sebagai berikut: Mencelupkan kapas steril ke dalam 

kultur (saline + mikroba) dan buang kelebihan inoculum dengan menekan 

cotton swab ke dinding bagian dalam tabung kultur. Dengan menggunakan 

swab, steak seluruh permukaan agar secara horizontal, vertikal, dan sekitar tepi 

luar cawan untuk memastikan pertumbuhan di atas seluruh permukaan. 

8. Membuat lubang tegak lurus. 

9. Isi lubang dengan sampel menggunakan mikropipet. 

10. Inkubasi semua kultur cawan pada suhu 370C selama 24 jam. Amati zona 

inhibisi (daerah jernih sekitar lubang sumuran yang tidak ditumbuhi bakteri). 

Perhitungan diameter zona inhibisi diukur dari penjumlahan 2 sisi dari daerah 

jernih yang tampak menggunakan penggaris atau jangka sorong dalam satuan 

milimeter (Darson, 2003). 
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4.12 Zona Hambat 

Zonal halmbalt bisal dialmalti dengaln menghitung dialmeter alreal bersih (daln 

dialmeter calkralm) di sekitalr setialp sumur dengaln jalngkal sorong.  

 

Gambar 4. 3 Zona Hambat 

Keterangan: 

K+ = Produk sabun antibakteri dipasaran yang mengandung Choloxylenol 

K- = Alqualdest  

F0 = Talnpal Cocalmide DEAl 

F1 = Dengaln Cocalmide DEAl 2% 

F2 = Dengaln Cocalmide DEAl 4% 

F3 = Dengaln Cocalmide DEAl 6% 

4.13 Analisis Data 

Analisis data pada pemeriksaan organoleptis dilakukan dengan cara visual 

yaitu megamati sediaan secara langsung meliputi bau, rasa, warna dan tekstur yang 

dilakukan satu hari setelah pembuatan. Untuk sediaan uji karakteristik fisikokimia 

sediaan dan uji antibakteri menggunakan software SPSS (Statistical Product and 

Service Solution). Analisis One Way Anova merupakan jenis analisis statistik 

parametrik yang digunakan untuk menguji perbedaan antara tiga kelompok 

(pengamatan) atau lebih. Dari data yang didaptakan dilakukan analisis statitik 

dengan derajat kepercayaan α = 0,05. Untuk dapat mengetahui formula mana yang 

terdapat perbedaan yang bermakna yaitu dilihat dari harga P < α = 0.05. Ketika hasil 

F1

F2 

F3 

K+ F0

K- 

Diinkubasi 37°C 

(24 jam) 

Media yang telah 

diinokulasi 

Staphylococcus Aureus 

Media cakram 

berisi bahan uji 
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yang diperoleh P < α = 0,05 maka menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna, 

dengan dilanjutkan uji tukey untuk mengetahui data mana yang berbeda. 

Kategorisasi zona hambat Staphylococcus aureus dalam sediaan sabun 

menurut (Rumlus dkk, 2022) 

Tabel IV. 2 Kategorisasi Zona Hambat 

Zona hambat Kategori hambatan 

< 5 mm Lemah 

5-10 mm Sedang 

10-20 mm Kuat 

 

  


