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BAB III 

METODE PENELITIAN 

A. Jenis dan Desain Penelitian 

Pelnellitian ini dilakulkan belrsifat elkspelrimelntal melnggulnakan delsain 

pelnellitian delngan RAL (Rancangan Acak Lelngkap). Telrdapat 2 variabell 

yakni variabell belbas yaitul elkstrak dauln kelnikir (Cosmos cauldatuls Kulnth) 

delngan konselntrasi 55%, 70%, 85%, 100% dan variabell telrikatnya adalah 

pelrtulmbulhan jamulr Aspelrgilluls flavuls. 

Pada pelnellitian ini  melnggulnakan meltodel difulsi cakram Kirby baulelr 

ulntulk mellihat zona hambat yang telrbelntulk, delngan melnggulnakan kontrol 

nelgatif yakni aquladelst stelril dan kontrol positif melnggulnakan keltokonazol, 

kontrol positif dan nelgatif masulk dalam kellompok pelrlaku lan selhingga 

pelngullangan dilakulkan selbanyak 4 kali yang dipelrolelh dari hasil pelrhitulngan 

delngan melnggulnakan rulmuls freleldelrelr yakni (t-1) (n-1)≥15 dapat dilihat pada 

lampiran 1. 

B. Lokasi dan Waktu Penelitian 

Pelnellitian dilakulkan di Laboratoriulm Parasitologi Julrulsan Telknologi 

Laboratoriu lm Meldis Poltelkkels Kelmelnkels Tanjulngkarang dari pelmbulatan 

meldia (SDA) dan pelmelriksaan ulji daya hambat elkstrak dauln kelnikir (Cosmos 

cauldatuls kulnth) telrhadap pelrtulmbulhan jamulr Aspelrgilluls flavuls. Prosels 

idelntifikasi deltelrminasi dapat dilihat pada lampiran 12 dan elkstraksi dauln 

kelnikir (Cosmos cauldatuls kulnth) dilaksanakan pada Laboratoriulm Botani 

Julrulsan Biologi Fakulltas MIPA Ulnivelrsitas Lampulng pelnellitian dilaksanakan 

pada bullan Marelt sampai delngan Meli 2024. 

C. Subjek Penelitian 

Dauln kelnikir (Cosmos cauldatuls ku lnth) yang diambil dari pelrkelbulnan di 

daelrah Kelcamatan Selkincaul Lampulng Barat delngan dauln yang selgar dan 

belrwarna hijaul tula, tidak belrwarna kelkulningan dan tidak belrwarna 

kelcoklatan. Dauln hijaul tula melmiliki kadar flavonoid yang lelbih tinggi 

dibandingkan dauln yang belrwarna hijaul mulda (Ardiansyah dkk, 2022). Dauln 

kelnikir (Cosmos cauldatuls kulnth) dijadikan elkstrak lalul dibulat pelngelncelran  
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delngan konselntrasi 55%, 70%, 85%, 100% yang digulnakan selbagai larultan 

ulji dalam melnghambat pelrtulmbulhan jamulr Aspelrgilluls flavuls. Jamulr 

Aspelrgilluls flavuls yang digulnakan dalam pelnellitian ini didapatkan dari  

Laboratoriu lm Parasitologi Ulnivelrsitas Indonelsia (UlI). 

D. Variabel dan Definisi Operasional Penelitian 

      Tabell 3.1 Variabell dan Delfinisi Opelrasional  

No Variabel Definisi Cara ukur Alat 

ukur 

Hasil ukur Skala 

1 Variabe ll belbas: 

E lkstrak dauln 

ke lnikir 

(Cosmos 

cauldatuls ku lnth) 

Dau ln kelnikir yang  

su ldah di elkstrak 

me lnggulnakan  meltodel 

mase lrasi de lngan pellarult 

e ltanol 96% lalul 

dilakulkan pelngelnce lran 

de lngan konselntrasi 55%, 

70%, 85%, 100% 

E lkstrak 

die lncelrkan 

de lngan 

rulmu ls 

V1x%1 

=V2x%2 

Pipe lt  

Ulku lr 

 E lkstrak dauln 

ke lnikir 

(Cosmos 

cauldatuls 

ku lnth) 

konselntrasi 

55%,70%, 

85%, 100% 

Inte lrval 

2 Variabe ll 

te lrikat: 

Pe lrtu lmbulhan 

jamu lr 

Aspe lrgillu ls 

flavu ls 

Hambatan 

pe lrtulmbulhan 

 jamulr Aspe lrgillu ls 

flavu ls ole lh elkstrak 

dauln kelnikir 

(Cosmos cau ldatuls 

ku lnth) 

Me lngulkulr 

diame lte lr 

zona  

hambat  

yang 

te lrbe lntulk 

Jangka  

sorong 

Diame lte lr 

zona hambat 

dalam 

kate lgori: 

1.<10 mm 

daya hambat 

le lmah 

2.10-15 mm 

daya 

hambat 

se ldang  

3.16-20 mm 

daya 

hambat kulat 

4.>20 mm 

daya 

hambat 

sangat kulat  

Su lmbe lr: (Yulsran & 

Mu lhasbir,2018). 

 

Ordinal 

 

 

E. Pengumpulan Data 

1) Proseldulr Pelnellitian 

a. Melngajulkan pelmbulatan sulrat pelrmohononan  izin dari Julrulsan  Telknologi 

Laboratoriulm Meldis Poltelkkels Kelmelnkels Tanjulngkarang ulntu lk mellakulkan 

ulji deltelrminasi dan elkstraksi dau ln kelnikir (Cosmos cauldatuls kulnth)  

dilakulkan pada Laboratoriulm Botani Julrulsan Biologi Fakulltas MIPA 

Ulnivelrsitas  Lampulng dan pelmelsanan strain jamulr dari Laboratoriulm 

Parasitologi Ulnivelrsitas Indonelsia (UlI). 
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b. Melnyiapkan alat dan bahan pelmelriksaan selpelrti bahan yang digulnakan 

yaitul meldia SDA, dauln kelnikir (Cosmos cauldatuls kulnth), strain jamulr 

Aspelrgillu ls flavuls selrta alat alat laboratoriulm. 

c. Deltelrminasi bahan ulji dauln kelnikir (Cosmos cauldatuls kulnth) di 

Laboratoriulm Botani Julrulsan Biologi Fakulltas MIPA Ulnivelrsitas Lampulng. 

d. Pelmbulatan simplisia dan pelmbultan elkstrak dauln kelnikir (Cosmos cauldatuls 

kulnth). 

e. Ulji fitokimia dauln kelnikir (Cosmos cauldatuls kulnth) di Laboratoriulm 

Botani Ju lrulsan Biologi Fakulltas MIPA Ulnivelrsitas Lampulng. 

f. Pelmbulatan pelngelncelran  delngan konselntrasi 55%, 70%, 85%, 100%. 

g. Pelmbulatan sulspelnsi Aspelrgilluls flavuls. 

h. Pelnguljian elkstrak dauln kelnikir (Cosmos cauldatuls kulnth) telrhadap 

pelrtulmbu lhan  jamulr Aspelrgilluls flavuls. 

i. Diamati zona hambat yang telrbelntu lk pada masing-masing konselntrasi dan 

diulkulr delngan melnggulnakan  alat ulkulr dalam satulan (mm). 

2) Meltodel Pelmelriksaan 

Pada pelnellitian ini melnggulnakan meltodel difulsi cakram delngan cara Kirby 

Baulelr. 

3) Proseldulr Kelrja 

a. Pelrsiapan alat dan bahan pelnellitian 

Alat yang dipakai pada pelnellitian ini yaitul pinselt, lidi kapas stelril, 

jangka sorong, kelrtas cakram, rak tabulng, tabulng relaksi, cawan peltri, 

timbangan, pipelt ulkulr, batang pelngadulk, nelraca analitik, blelndelr,  kelrtas 

kopi, incu lbator, spatulla, elrlelnmelyelr, belakelr glass, rotary vakulm elvaporator, 

aultoclavel, oveln, alulmulniulm foil, hotplatel,lampul spirtuls, korelk api, 

mikroskop, handscoon, maskelr. Bahan yang digulnakan elkstrak dauln kelnikir, 

meldia SDA, keltokonazol, eltanol 96%, aquladels stelril, Nacl 0,85%,  strain 

mulrni jamulr Aspelrgilluls flavuls, kloramfelnikol, standar McFarland 0.5 

(Nulryani dkk, 2016). 

b. Idelntifikasi dan deltelrminasi dauln kelnikir (Cosmos cauldatu ls kulnth) di  

Laboratoriulm Botani Fakulltas MIPA Ulnivelrsitas Lampulng. 
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c. Ulji daya hambat elkstrak dauln kelnikir (Cosmos cauldatuls kulnth) pada     

pelrtulmbulhan jamulr Aspelrgilluls flavu ls delngan proseldulr belrikult: 

1) Stelrilisasi Alat 

Alat-alat gellas yang digulnakan ulntulk pelnellitian haruls distelrilisasikan 

selpelrti cawan peltri, pipelt ulkulr dan tabulng relaksi. Alat yang akan 

distelrilisasi dibulngkuls melnggulnakan kelrtas lalul masulkan keldalam oveln 

delngan melnggulnakan sulhul selkitar 160ºC sellama kulrang lelbih 2 jam 

(Kaulsar, 2023). 

2)  Pelmbulatan Kloramfelnikol 

Seltiap 1000 ml Saboulrauld Delxtrosel Agar (SDA)  melmelrlu lkan 400 mg 

kloramfelnikol, seltiap 250 mg kloramfelnikol dilarultkan dalam 10 ml Nacl 

0,85% maka ulntulk 400 mg dipelrlulkan Nacl 0,85% selbanyak  x 10 

=16 ml (Soelmarno, 2000). 

3)    Pelmbulatan Meldia SDA (Saborauld Delxtrosel Agar). 

Meldia SDA ditimbang selbanyak 65 gr lalul seltellah itul dilarultkan  

dalam 1000 ml aquladels kelmuldian dipanaskan diatas hotplatel. Seltellah itul 

meldia distelrilisasikan melnggulnakan alat aultoklaf pada sulhul 121ºC 

sellama 15 melnit. Seltellah sellelsai stelrlisasi, kelmuldian biarkan sampai 

sulhul 45-50ºC lalul tambahkan larultan kloramfelnikol dan tulang meldia 

keldalam cawan peltri stelril dan biarkan melngelras (Basarang, 2020). 

4)  Pelmbulatan Standar McFarland  

Dipipelt selbanyak 9,95 ml larultan H2so4 1% lalul tambahkan 0,05 ml 

BaCl2 1% selhingga volulmelnya melnjadi 10 ml, kelmuldian larultan 

dihomogelnkan (Auldina dkk, 2018). 

5) Pelmbulatan Nacl 0,85% 

Ditimbang 0,85 gr Nacl larultkan dalam 100 ml aquladels stelril, kelmuldian 

homogelnkan. 

6) Pelmbulatan kontrol positif  keltokonazolel 

 Ditimbang 200 mg keltokonazolel dan ditambahkan delngan aquladels stelril   

selbagai pellarult selbanyak 10 ml, lalu l dihomogelnkan. 
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7) Idelntifikasi Jamulr Aspelrgilluls flavu ls  

a) Pelmelriksaan Makroskopis 

Ditanam jamulr Aspelrgilluls flavuls pada meldia SDA pada platel, 

kelmu ldian  di inkulbasi pada su lhul 37ºC sellama 3x24 jam, lalul amati 

koloni jamulr Aspelrgilluls flavuls yang tulmbulh. 

Intelrpreltasi hasil: jamulr Aspelrgilluls flavuls yang tulmbulh pada meldia 

SDA belrwarna hijaul kelkulningan dan pada bagian bawah belrwarna    

kelku lningan hingga kelcoklatan (Lindawati & Rini, 2019). 

b) Pelmelriksaan Mikroskopis 

1) Objelk glass dan covelr glass  dibelrsihkan delngan alkohol 70%, seltellah 

dibelrsihkan, lalul diambil 1 koloni jamulr Aspelrgilluls flavu ls dari meldia 

SDA, lalul  leltakan ditelngah objelk glass (Lindawati & Rini, 2019). 

2) Teltelsi 1-2  teltels delngan laru ltan Lactophelnol Cotton Blulel (LBC) 

diteltelskan di telngah objelk glass yang belrisi koloni jamulr Aspelrgilluls 

flavu ls prelparat ditultulp delngan covelr glass (Lindawati & Rini, 2019). 

3) Amati dibawah mikroskop delngan pelrbelsaran 10x lalul dipelrjellas 

melnggulnakan lelnsa objelktif 40x (Lindawati & Rini, 2019). 

4) Intelrpreltasi hasil jamulr Aspelrgilluls flavuls selcara mikroskopis yaitul 

velsikulla belrbelntulk bullat dan konidia belrbelntulk bullat (Lindawati 

&Rini, 2019). 

                                        

                                                Gambar 2.4 Hasil Pe lngamatan Mikroskopis 

 

8) Pelmbulatan sulspelnsi jamulr Aspelrgilluls flavuls 

Dipipelt 10 ml Nacl fisiologis 0,85% lalul masulkan keldalam tabulng relaksi, 

kelmuldian ambil satul mata osel biakan jamulr Aspelrgilluls flavuls seltellah itul 

homogelnkan lalul bandingkan kelkelrulhan sulspelnsi jamulr delngan standar Mc 

Farland (Auldina dkk, 2018). 
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9) Pelmbulatan elkstrak dauln kelnikir (Cosmos cauldatuls kulnth) 

a)   Pelmbulatan Simplisia 

       Pelmbulatan simplisia  dauln kelnikir (Cosmos cauldatuls ku lnth) diambil  

sampell dauln kelnikir diambil selbanyak 5 kg kelmu ldian diculci 

melnggu lnakan air melngalir  sampai belrsih lalul tiriskan, dauln kelnikir 

(Cosmos cauldatuls kulnth) dikelringkan di bawah sinar matahari selcara 

tidak langsulng delngan cara ditultulp melnggulnakan kain hitam. Seltellah 

simplisia kelring kelmuldian dihalulskan melnggulnakan blelndelr lalul disaring 

kelmuldian leltakkan pada wadah yang belrsih dan kelring (Kaulsar dkk, 

2023). 

b)   Pelmbulatan elkstrak dauln kelnikir (Cosmos cauldatuls kulnth) 

Dauln kelnikir (Cosmos cauldatuls kulnth) yang suldah melnjadi selrbulk 

ditimbang 500 gram lalul dimasu lkan keldalam wadah beljana, relndam 

simplisia melnggulnakan eltanol 96% dan diadulk delngan batang pelngadulk 

lalul diamkan  sellama 5 x 24 jam, kelmuldian tampu lng maselrat 

melnggulnakan kelrtas saring dan dipelrolelh filtrat I, seltellah itul  relndam 

kelmbali ampas I melnggulnakan pellarult yang sama, lalul diadulk delngan 

batang pelngadulk dan diamkan sellama 3 hari seltellah itul saring 

melnggulnakan kelrtas saring dan dipelrolelh filtrat II. Sellanjultnya lakulkan 

hal yang selrulpa sampai melmpelrolelh filtrat III. Gabulngan sellulrulh filtrat 

yang di dapat lalul disaring dan dipelkatkan melnggulnakan Vaculm Rotary 

Elvaporator (RVEl) delngan sulhul 40ºC sampai didapatkan elkstrak pelkat. 

Seltellah itul dilakulkan  pelngelncelran 55%, 70%, 85% dan 100% 

melnggulnakan aquladels stelril dan dilakulkan pelrhitulngan  melnggulnakan 

rulmuls pelngelncelran (Manul, 2013). Hasil pelrhitulngan pelngelncelran tiap 

konselntrasi dapat dilihat pada lampiran 2 

                                  

Keltelrangan: 

VI = Volulmel larultan ulji yang dipipelt (ml) 

%1 = Konselntrasi larultan ulji (100%) 

V2 = Volulmel larultan ulji yang akan dibulat delngan aquladels stelril 

%2 = Konselntrasi yang akan dibulat (%). 

V1 x %1 = V2 x %2 
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10)  Pelmelriksaan ulji daya hambat 

a) Siapkan meldia SDA (Saborauld Delxtrosel Agar)  yang suldah melngelras  

b) Dimasulkan lidi kapas stelril  keldalam sulspelnsi jamulr Aspelrgilluls flavuls 

yang  tellah disamakan delngan kelkelrulhan standar McFarland 0,5%, 

biarkan  selbelntar agar sulspelnsi melnyelrap, angkat kapas lidi stelril  dan 

telkan seldikit lidi telrselbult kel dinding tabulng agar seldikit melrelsap sulpaya 

tidak basah (Nulryani dkk, 2016). 

c)  Seltellah itul lidi kapas yang belrisi sulspelnsi digorelskan  kel pelrmulkaan 

meldia Saborauld Delxtrosel Agar (SDA), sampai sulspelnsi jamulr 

Aspelrgilluls flavuls telrselbar melrata pada meldia (Nulryani dkk, 2016). 

d) Leltakan meldia Saborauld Delxtrosel Agar (SDA) ditelmpat yang datar 

biarkan sampai 5-15 melnit sulpaya sulspelnsi jamulr Aspelrgilluls flavuls 

melrelsap keldalam meldia (Nulryani dkk, 2016). 

e) Kelrtas cakram stelril dimasulkan pada disk yang suldah belrisi elsktraksi dauln 

kelnikir (Cosmos cauldatuls kulnth) delngan konselntrasi 55%, 70%, 85%, 

100% dan biarkan sellama 15 melnit. 

f) Seltellah itul leltakan kelrtas cakram kel dalam meldia SDA melnggulnakan 

pinselt delngan seldikit ditelkan su lpaya kelrtas cakram melnelmpell pada 

meldia SDA  delngan jarak kelrtas antara satul delngan yang lain 15 mm. 

g) Lalul inku lbasi sellama 3 x 24 jam delngan sulhul 37ºC (Kaulsar dkk, 2023). 

h) Zona hambat yang telrbelntulk diselkitar kelrtas cakram diulkulr melnggulnakan 

jangka sorong selbagai diameltelr zona hambat dauln kelnikir (Cosmos 

cauldatu ls kulnth) telrhadap pelrtulmbu lhan jamulr Aspelrgilluls flavuls. 

i) Intelrpelrtasi hasil pelngulkulran zona hambat pelrtulmbulhan jamulr dapat 

dilihat tabell belrikult: 

     Tabell 3.2  Intelrpreltasi zona hambatan pelrtu lmbulhan jamu lr 

 

 Diame lte lr Zona Hambat  Re lspon Hambatan 

 >20 mm  Sangat kulat 

 16-20 mm  Ku lat 

 10-15 mm  Se ldang 

 <10 mm  Le lmah 

                    Su lmbe lr: (Yulsran & Mulhasbir,2018) 
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5. Alulr Pelnellitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Disiapkan daun kenikir (Cosmos caudatus kunth) yang 

sudah di ekstrak. Lalu dibuat pengenceran dan 

dimasukan kertas disk pada masing masing konsentrasi 

Pembuatan suspensi jamur Aspergillus flavus dari 

Strain Murni  

Suspensi jamur  yang telah disamakan dengan standar 

kekeruhan, dicelupkan lidi kapas steril, lalu digores 

lidi kapas tersebut  pada permukaan media SDA  

dibiarkan selama 5 menit 

Meletakan kertas disk pada  

larutan uji serta kontrol uji 

kedalam media SDA 

Diinkubasi pada suhu 37 

ºC selama 3 x 24 jam 

Pengukuran Zona  hambat 

dengan menggunakan jangka 

sorong (mm) 

 Pengolahan Data 

    Kesimpulan  
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F. Pengolahan dan Analisa Data 

A. Pelngolahan Data  

1) Dilaku lkan  pelnguljian daya hambat  dauln kelnikir (Cosmos cauldatuls 

kulnth) delngan konselntrasi 55%, 70%, 85% dan 100% telrhadap 

pelrtulmbulhan jamulr Aspelrgilluls flavuls. 

2) Data didapatkan dari pelngulkulran zona hambat dari tiap konselntrasi pada      

tiap pelngullangan dan di ulkulr melngggulnakan alat ulkulr jangka sorong 

(mm). 

3) Data dilampiri pada belntulk tabell  dan diolah delngan  ulji statistik ulntulk 

mellihat pelrbeldaan antara keldula variabell. 

B.  Analisa Data 

    Analisa data yang dipakai yaitul Onel Way-Anova, jika data tidak 

telrdistribu lsi normal  ulji statistik  yang dipakai yaitul krulskal wallis ulntulk 

melnelntulkan apakah ada pelrbeldaan signifikan antara dula statistik antara dula 

kellompok variabell dan ulntulk melnelntulkan rata rata pelrbeldaan 

melnggulnakan Mann Whitnely. Data yang dipelrolelh ulntulk melmasulkan hasil 

ulji statistik yaitul dari melngamati tiap konselntrasi elkstrak dauln kelnikir 

(Cosmos cauldatuls kulnth) yang dilakulkan pelngullangan selbanyak 4 kali 

delngan melngulnakan meltodel difulsi cakram Kirby Baulelr. 

G. Ethical Clearence (Persetujuan etik)  

      Pelnellitian ini dilakukan atas izin komisi etik melalui tahapan kaji etik oleh 

Komite Etik Poltekkes Kemenkes Tanjungkarang dengan keterangan layak etik 

nomor : No.340/KEPK-TJK/III/2024, pada tanggal 19 Maret 2024.   

 

 

 


