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BAB III  

METODE PENELITIAN 

A. Jenis dan Desain penelitian 

        Pelnellitian ini belrsifat elkspelrimelntal melnggulnakan delsain 

pelnellitian melnggulnakan Rancangan Acak Le lngkap (RAL). Ada 2 

variabell yakni variabell belbas (Indelpelndelnt) dauln nangka (Artocarpuls 

heltelrophylluls) pada konselntrasi 20%, 40%, 60%, 80%, 100% dan 

variabell telrikat (Delpelndelnt) yaitul pelrtulmbulhan jamulr Aspelrgilluls 

flavu ls. Pelmelriksaan delngan meltodel delfulsi cakram Kirby Baulrel ulntulk 

melngamati zona hambat yang dihasilkan. Pada pelnellitian ini kontrol 

positif melnggulnakan keltokonazol selrta kontrol nelgatif melnggulnakan 

aquladelst stelril. Pelngullangan dilakulkan 4 kali dan didapatkan dari 

hasil pelrhitulngan delngan rulmuls Freleldelrelr yaitul (t - 1)(n - 1) ≥ 15. 

B. Lokasi dan waktu penelitian 

      Pelnellitian dilaksanakan di Laboratoriulm Parasitologi Julrulsan 

Telknologi Laboratoriulm Meldis Poltelkkels Kelmelnkels Tanjulngkarang 

dari pelmbulatan meldia SDA (Saboulrad Delxtrosel Agar) dan 

pelmelriksaan ulji daya hambat elkstrak dauln nangka (Artocarpuls 

heltelrophylluls) telrhadap jamulr Aspelrgilluls flavuls. Prosels elkstraksi 

dauln nangka (Artocarpuls heltelrophylluls) dan idelntifikasi deltelrminasi 

tulmbulhan dilaksanakan pada Laboratoriulm Fakulltas MIPA 

Ulnivelrsitas Lampulng. Pelnellitian dilaksanakan di bullan Mei sampai 

bullan Juni 2024. 

C. Subjek Penelitian 

Su lbjelk pelnellitian ini melrulpakan dauln nangka (Artocarpuls 

heltelrophylluls) yang digulnakan dari pelrkelbulnan di daelrah Lampulng 

Barat delngan karaktelristik dauln yang diambil pada pagi hari dalam 

keadaan selgar dan daun yang tua belrwarna hijaul, tidak belrwarna 

kelkulningan dan tidak belrwarna kelcoklatan. Dauln hijaul tula 

melngandulng flavonoid dan saponin yang lelbih tinggi 

(Adyani,dkk2016). Dauln nangka (Artocarpuls heltelrophyllu ls) dijadikan 
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elkstrak lalul dielncelrkan belrbagai konselntrasi yaitul 20%, 40%, 60%, 

80%, 100% yang digulnakan selbagai larultan ulji telrhadap melnghambat 

pelrtulmbulhan dari jamulr Aspelrgilluls flavuls. 

D. Variabel dan Definisi Operasional Penelitian 

Tabell 3.1 Variabell dan Delfinisi Opelrasional Pelnellitian 

 

No Variabel Definisi Cara Ukur Alat 

Ukur 

Hasil Ukur Skala 

1 Variabell 

Indelpelnd

eln: 

E lkstrak 

Dauln 

nangka 

(Artocar

she lte lrop

hlllu ls) 

Dauln nangka 

(Artocarpuls 

he lte lrophylluls) 

de lngan 

karakte lristik dauln 

yang diambil pada 

pagi hari dalam 

keadaan se lgar dan 

daun tula berwarna 

hijau die lkstrak 

me lnggulnakan 

me ltode l mase lrasi 

de lngan pe llarult 

e ltanol 96% lalul 

die lnce lrkan de lngan 

konse lntrasi 20%, 

40%, 60%, 80%, 

100 % 

Elkstrak 

dielncelrkan 

delngan 

rulmuls 

V1x%1= 

V2x%2 

Pipelt 

ulkulr 

Elkstrak 

Dauln nangka 

(Artocarpuls 

he lte lrophylls) 

konselntrasi 

20%, 40%,  

60%, 80%, 

100% 

Intelrval 

2 Variabell 

Delpelndeln: 

Pelrtulmbulh

an jamulr 

Aspelrgillul

s flavuls 

Pelrtulmbulhan jamulr 

Aspe lrgillu ls flavu ls 

yang dihambat ole lh 

E lkstrak Dauln 

nangka (Artocarpu ls 

he lte lrophylluls) 

de lngan me lmbe lntulk 

are la jelrnih 

me lnge llilingi 

cakram. 

Melngulkulr 

diameltelr 

zona 

hambat 

yang 

telrbelntulk 

delngan 

meltodel 

difulsi 

Kirby 

Baulrel 

Jangka 

sorong 

Diameltelr 

zona hambat 

dalam 

katelgori: 

1. <10 mm 

daya hambat 

lelmah 

2. 10-15 

mm daya 

hambat 

seldang 

3. 16-20 

mm daya 

hambat kulat 

4. >20 mm 

daya 

hambat 

sangat kulat 

(Alfiah 

dkk, 2015). 

Ordinal 
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E. Pengumpulan Data 

1. Proseldulr pelnellitian 

a. Pelmbulatan sulrat izin pada Direlktulr Poltelkkels Kelmelnkels 

Tanjulngkarang ulntulk mellaku lkan ulji deltelrminas, pelmbulatan elkstrak 

dau ln nangka (Artocarpuls heltelrophylluls) pada Laboratoriulm Botani 

Jurusan Biologi Fakulltas MIPA Ulnivelrsitas Lampulng selrta 

pelmbellian strain jamulr dari Laboratoriulm Parasitologi Ulnivelrsitas 

Indonelsia.  

b. Pelnyiapan bahan dan alat pelnellitian yaitul dauln nangka (Artocarpuls 

heltelrophylluls) meldia SDA (Saboulrad Delxtrosel Agar), Strain Jamulr 

Aspelrgilluls flavuls dan alat-alat lab yang akan digulnakan, selpelrti 

disk kosong, pipelt ulkulr dll. 

c. Idelntifikasi deltelrminasi bahan ulji telrhadap dau ln nangka 

(Artocarpuls heltelrophylluls) pada Laboratoriulm Faku lltas MIPA 

Ulnivelrsitas Lampulng. 

d. Pelmbulatan simplisia dauln nangka (Artocarpuls heltelrophylluls)  

e. Pelmbulatan elkstrak dauln nangka (Artocarpuls heltelrophylluls)) pada 

Laboratoriulm Fakulltas MIPA Ulnivelrsitas Lampulng. 

f. Pelmbulatan larultan ulji mellakulkan pelngelncelran delngan konselntrasi 

20%, 40%, 60%, 80%, 100% dilakulkan pada Laboratoriulm 

Parasitologi Julrulsan Telknologi Laboratoriulm Meldis Poltelkkels 

Kelmelnkels Tanjulngkarang. 

g. Pelmbulatan sulspelnsi jamulr Aspelrgilluls flavuls 

Jamulr biakan mulrni diambil delngan kawat osel stelril, lalul 

ditanamkan pada meldia delngan cara dipullas. Sellanjultnya, 

diinkulbasi dalam inkulbator pada sulhul 25°C sellama 24 jam. Jamulr 

ulji yang tellah diinokullasi diambil delngan kawat osel stelril lalul 

disulspelnsikan keldalam tabulng yang belrisi 9 ml larultan NaCl 0,9% 

(Japar dkk, 2022). 
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h. Pelmbulatan Mac farland 

Larultan H₂S0₄ 1 % dipipelt selbanyak 9,95 ml + larultan BaCl₂.H₂0 

dipipelt selbanyak 0,05 ml selhingga melnjadi volulmel 10 ml, lalu l 

dihomogelnkan (Soelmarno, 2000). 

i. Pelnguljian dauln nangka (Artocarpuls heltelrophylluls) telrhadap 

pelrkelmbangan jamulr Aspelrgilluls flavuls selrta pelngamatan zona 

hambat dari masing-masing konselntrasi delngan melnggulnakan 

pelngulkulran jangka ulkulr pada satulan mm dilaksanakan pada 

Laboratoriulm Parasitologi Julrulsan Telknologi Laboratoriulm Meldis 

Poltelkkels Kelmelnkels Tanjulngkarang. 

2. Meltodel pelmelriksaan 

Difulsi cakram Kirby Baulrel (Japar dkk, 2022). 

3. Prinsip Pelmelriksaan  

       Cakram kelrtas melnyelrap seljulmlah selnyawa yang diuljikan 

delngan melnelmpellkan pada meldia agar padat selsuldah diinokullasi 

olelh mikroba ulji. Selsuldah inkulbasi, diameltelr zona hambat pada 

daelrah zona diulkulr ulntulk diameltelr hambatan obat organismel lain 

(Jaweltz elt al, 2017). 

4. Proseldulr kelrja  

a. Pelrsiapan alat dan bahan pelnellitian  

1) Alat : Platel disk, gellas ulkulr 1000 ml, elrlelnmelye lr 1000 ml, 

timbangan analitik, inkulbator tipel 211 DS Shaking Incu lbator, objelk 

glass, delck glass, mikroskop melrk Olympuls, aultoclaf melrk 

Hirayama, pipelt ulkulr 1ml dan 5ml , karelt pelnghisap, disk blank, 

batang pelngadulk, kelrtas lelnsa, pinselt, tabulng relaksi, cotton swab 

stelril, kapas, kelrtas coklat, alulmulniulm foil, hotplatel melrk Ika Tipe l 

Hs-7, gellas objelk, mixelr vortelx melrk SCILOGElX DLAB MX-S, 

tulrbidimeltelr melrk Lultron tul-2016, korelk api, elvaporator tipel RV 10 

digital V, corong gellas, tabulng relaksi, spirtuls, osel, dan jangka 

sorong (Japar elt al., 2022).  

2) Bahan : Aquladelst stelril, NaCl 0,9 %, kloramfelnikol, keltokonazol 

dau ln nangka (Artocarpuls heltelrophylluls), meldia Saboulrad Delxtrose l 
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Agar (SDA), eltanol 96%, dan strain jamulr Aspelrgilluls flavuls (Japar 

elt al., 2022).  

b. Idelntifikasi dan deltelrminasi bahan pelnellitian dauln nangka 

(Artocarpuls heltelrophylluls) olelh peltulgas Laboratoriu lm Fakulltas 

MIPA Ulnivelrsitas Lampulng. 

c. Ulji elkstrak dauln nangka (Artocarpuls heltelrophylluls) pada 

pelrtulmbulhan fulngi Aspelrgilluls flavuls dilakulkan proseldulr kelrja 

selpelrti belrikult:  

1) Stelrilisasi Alat dan Bahan  

       Alat-alat yang digulnakan ulntulk pelnellitian telrlelbih dahullul, 

seltellah dibelrsihkan alat ditultulp delngan kapas belrsih lalu l dibulngkuls 

delngan alulmulniulm foil ataul kelrtas kopi delngan melnultulpi sellulrulh 

alat-alat yang akan distelrilkan. Stelrilkan delngan oveln pada sulhul 

40℃ sellama 50 melnit, seltellah sellelsai selmula alat dikellularkan dan 

ditulnggul hingga melndingin (Soelmarno 2000).  

2) Pelmbulatan Larultan Kloramfelnikol  

       Pada 1000 ml Saboulrad Delxtrosel Agar (SDA) dipelrlulkan 400 

mg antibotik. Pada 250 mg kloramfelnikol dibulat dalam 10 ml. 

aqu ladelst stelril, melnggulnakan hitulngan 
                          . 

Selhingga ulntulk mellarultkan 400 mg kloramfelnikol digulnakan 

aqu ladels stelril belrjulmlah 16 ml (Fatmawati dkk, 2023). 

3) Pelmbulatan NaCl 0,9 % 

Timbang 0,9 % gr NaCl dan masulkan pada 100 ml aqu ladelst stelril 

lalu l dilarultkan (Soelmarno, 2000). 

4) Pelmbulatan kontrol positif keltokonazol  

Ditimbang 200 mg keltokonazol dan dilarultkan pada 10 ml aquladelst 

stelril, lalul dihomogelnkan. 

5) Pelmbulatan Meldia Agar delngan Saboulrad Delxtrosel Agar (SDA) 

       Pada meldia dibulat delngan melnimbang selbanyak 35 gr 

Saboulrad Delxtrosel Agar dalam 540 ml aquladelst, kelmu ldian diadulk 

dan dipanaskan. Seltellah larult selmpulrna sellanjultnya meldia 

distelrilkan delngan aultoklaf delngan sulhul 121°C pada 15 melnit. 
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Seltellah itul dinginkan sampai melnyelntulh sulhul 45-50°C lalul 

ditambahkan larultan kloramfelnikol. Meldia yang tellah ditambahkan 

laru ltan kloramfelnikol dimasulk pada cawan peltri yang suldah 

distelrilkan delngan keltelbalan ±4 mm sellanjultnya ditulnggul melmadat 

(Sahabulddin dkk, 2020). 

6) Idelntifikasi Jamulr Aspelrgilluls flavuls  

a. Pelmelriksaan Makroskopis  

Jamulr Aspelrgilluls flavuls ditanam kel meldia SDA, sellanjultnya 

diinkulbasi delngan sulhul 3    C sellama 3 x 24 jam dan dilihat 

pelrtulmbulhan jamulr Aspelrgilluls flavuls yang belrkelmbang. 

Intelrpreltasi hasil :  

Hasil dari jamulr makroskopis koloni telrbelntulk belrwarna hijaul 

kelkulningan dan ulntulk bagian bawahnya belrwarna kelkulningan 

hingga coklat (Lindawati & Rini, 2019). 

b.  Pelmelriksaan Mikroskopis  

Dibelrsihkan objelk glass delngan kapas yang dibasahi alkohol 70%, 

lalu l difiksasi diatas nyala api spirituls selhingga objelk glass belrsih, 

kelring dan belbas lelmak ataul delbul (Lindawati & Rini, 2019). 

1) Diteltelsi 1-2 teltels larultan Lactophelnol Cotton Blulel (LPCB) ditelngah 

objelk glass. Diambil 1 koloni jamulr yang tulmbulh pada meldia SDA 

delngan melnggulnakan osel bullat dan dileltakkan pada objelk glass yang 

belrisi cat Lactophelnol Cotton Blulel (LPCB) (Lindawati & Rini, 

2019).  

2) Ditu ltulp delngan covelr glass dan hindari jangan sampai telrdapat 

gellelmbulng uldara (Lindawati & Rini, 2019)  

3) Kelmuldian diamati dibawah mikroskop delngan pelrbelsaran 10x dan 

melmpelrjellas melnggulnakan pelmbelsaran 40x (Lindawati & Rini, 

2019). 

4) Pelngamatan mikroskopis didasarkan pada pelngamatan hifa belrselpta 

atau l tidak, telrdapat spora ataul tidak, telrdapat velsikell ataul tidak, 

karaktelristik stipa (kasar/halu ls) selrta karaktelristik kelpala konidia 

(conidia helad) (Lindawati & Rini, 2019). 
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5) Pelmbulatan larultan ulji elkstrak dauln nangka (Artocarpuls 

heltelrophylluls)   

c. Pelmbulatan Simplisia 

       Sampell dauln nangka seljulmlah ± 3 kg dikulmpullkan delngan 

karaktelristik yang tula dan masi selgar, lalul dibelrsihkan pada air 

belrsih dan ditiriskan. Kelmuldian dauln dirajang dan dijelmulr 

melnggulnakan tultulpan kain hitam telrlelbih dahullul dan dileltakan di 

bawah sinar matahari delngan tidak langsulng. Simplisia seltellah 

melngelring sellanjultnya dihalulskan delngan alat blelndelr kelmuldian 

disaring dan dileltakan di dalam wadah kelring dan julga belrsih 

(Kadir & Anggraelni, 2020). 

d. Pelmbulatan elkstrak 

       Simplisia yang suldah dihalulsakan selbanyak 500 g dimasulkan 

kel dalam wadah lalul ditambahkan eltanol 96% selbanyak 2000 ml 

dan diadulk melnggulnakan batang pelngadulk lalul diamkan sellama 3 

hari. Elkstrak disaring delngan pelnyaring. Di pelrolelh filtrat I lalul 

ditampulng, ampas 1 direlndam kelmbali delngan eltanol, diadulk lalul 

didiamkan waktul tiga hari. Sampell disaring melnggulnakan kelrtas 

saring dan didapatkan filtrat II, sellanjultnya hal yang selrulpa 

dilakulkan sampai melmpelrolelh filrat III. Pada filtrat maselrasi di 

gabulng dan hasil saringan diulapkan dipelkatkan delngan 

melnggulnakan rotary elvaporator delngan sulhul 40-50ºC sampai di 

dapatkan elkstrak pelkat. Pelngelncelran elkstrak dilakulkan 

melnggulnakan aquladelst stelril koselntrasi 20%, 40%, 60%, 80%, 

100% dari larultan bakul delngan pelrhitulngan pelngelncelran (Manul, 

2013). 

Ru lmuls Pelngelncelran :  V1 X %1 = V2 X %2  

Keltelrangan : V1 = Volulmel larultan ulji yang dipipelt (ml) 

%1 = Konselntrasi larultan ulji (100%) 

V2 = Volulmel larultan ulji yang diinginkan (ml) 

%2 = Konselntrasi larultan yang akan dibulat (%) 
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7) Pelmelriksaan Ulji Daya Hambat  

1) Seldiakan meldia ulji SDA (Saboulrad Delxtrosel Agar) yang tellah 

melngelras.  

2) Masulkan lidi kapas stelril pada sulspelnsi jamulr Aspelrgilluls flavuls 

pada tingkat kelkelrulhannya tellah diulkulr delngan tingkat 

kelkelrulhannya melnggulnakan tulrbidimeltelr, lalul tulnggul sampai 

sulspelnsi melnyelrap pada 27 kapas, angkat kapas dan pelras delngan 

cara ditelmpell pada dinding tabulng lalul seldikit dipultar (Marliana 

dkk, 2022).  

3) Pelrmulkaan meldia diapuls delngan kapas lidi belrisikan sulspelnsi 

hingga telrselbar dan telrtultulp melrata,lalul biarkan sellama 5 melnit. 

4) Kelrtas cakram stelril dimasu lkkan pada disk yang belrisi elkstraksi 

elkstrak dauln nangka (Artocarpuls heltelrophylluls) belrbagai taraf 

konselntrasi dan dibiarkan sellama 15 melnit.  

5) Seltellah itul, kelrtas cakram dileltakkan di atas lelmpelng pada meldia 

agar melnggulnakan pinselt delngan seldikit ditelkan pada meldia 

delngan jarak kelrtas antara satu l delngan yang lainnya selbelsar 2 cm . 

6) Meldia agar diinkulbasi sellama 3x24 jam pada sulhul 37ºC (Japar elt 

al., 2022). 

7) Zona hambat pelrtulmbulhan di selkelliling kelrtas cakram 

melnulnjulkkan ulji positif dan diameltelr zona hambat diulkulr 

melnggulnakan jangka sorong selbagai diameltelr daya hambat elkstrak 

dau ln nangka (Artocarpuls heltelrophylluls) telrhadap pelrtulmbulhan 

jamulr Aspelrgilluls flavuls (Japar dkk, 2022). 

8) Intelrpreltasi hasil pelngulkulran zona hambat sellanjultnya diamati pada 

tabell 3.2 (Alfiah dkk, 2015). 

Tabell 3.2 Inte lrpreltasi zona hambat 

Diame lte lr Zona Hambat Kate lgori Zona Hambat Pelrtulmbulhan 

>20 mm Sangat Kulat 

16-20 mm Kulat 

10-15 mm Seldang 

<10 mm Lelmah 
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Daun Nangka (Artocarpus 

heterophyllus) yang telah diuji fitokimia 

dilakukan pengenceran, dimasukan kertas 

disk pada konsentrasi 

Suspensi disamakan dengan standar 

kekeruhannya dicelupkan kapas lidi 

steril, lalu dipulas pada permukaan 
media agar SDA dibiarkan selama 5 

menit 

Pembuatan suspensi jamur 

Aspergillus flavus dari strain murni 

Simpulan 

Pengolahan data 

F. Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pengukuran diameter zona 

hambatan dengan satuan mm 

menggunakan jangka sorong 

 ukur 

Penempelan disk obat larutan 
uji serta control positif dan 
negative pada SDA, lalu 
diinkubasi pada suhu 3 ͦ C 

selama 3x24 jam 

   

Melakukan identifikasi jamur 

Aspergillus flavus  secara 

mikroskopis   
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G. Pengolahan dan Analisis Data 

A. Pelngolahan Data 

1) Data di dapatkan mellaluli pelngulkulran diameltelr zona hambat dari 

tiap-tiap konselntrasi 20%, 40%, 60%, 80%, 100% telrhadap 

pelrtulmbulhan jamulr Aspelrgilluls flavuls.  

2) Data belrasal dari pelngulku lran zona hambat yang didapatkan 

dilampiri pada belntulk tabell lalul diolah delngan Ulji statistik ulntulk 

mellihat pelrbeldaan keldula variabell yang didapatkan. 

B. Analisis Data 

       Data yang didapatkan dianalisis melnggulnakan cara melngamati 

konselntrasi yang dipelrolelh diameltelr zona hambat delngan 

pelngullangan yaitul 4 kali. Analisis data dituljulkan ulntulk melngamati 

keltelrhambatan pelrkelmbangan fulngi pada diameltelr zona belning yang 

dihasilkan seltiap konselntrasi elkstrak melnggulnakan meltodel difulsi 

cakram Kirby Baulelr disk. Analisis data yang dipakai yaitul Ulji Onel 

Way-Anova, jika data tidak telrdistribuls normal ulji statistik yang 

digu lnakan yaitul Ulji Krulskal wallis ulntulk melnelntulkan adakah 

pelrbeldaan  signifikan selcara statistik antara dula ataul lelbih kellompok 

variabell dan ulntulk melnelntu lkan rata-rata pelrbeldaan signifikan 

melnggulnakan Mann whitnely. 

 

H. Ethical Clearence 

Pelnellitian dilaksanakan delngan belrdasarkan izin eltik dari Komisi Eltik 

Poltelkkels Kelmelnkels Tanjulngkarang No.268/KEPK-TJK/III/2024, pada 

tangal : 05 Maret 2024. Pelnellitian tidak akan melmicu l ganggulan 

telrhadap lingkulngan, limbah yang dipelrolelh pada kelgiatan pelnellitian 

ini disatulkan lalul diolah delngan pelnanganan limbah. Limbah larultan ulji 

elkstrak dauln nangka (Artocarpu ls heltelrophylluls) yang tellah dilakulkan 

pelmelriksaan dibulang keldalam salulran pelmbulangan, pada limbah 

telrselbu lt tidak melngancam lingku lngan. Pada pelnanganan limbah meldia 

platel selrta limbah sulspelnsi jamulr Aspelrgilluls flavuls dalam tabulng 

dibelrsihkan mellakulkan pelrelbulsan delngan sulhul 100°C waktul 30 melnit, 
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air yang tellah digulnakan ulntulk pelrelbulsan limbah meldia platel dan 

sulspelnsi jamulr dileltakan keldalam salulran pelmbulangan, kelmuldian platel 

dan tabulng seltellah mellakulkan pelnellitian direlbuls ullang dan 

melnambahkan sabuln, sellanjultnya air dari relbulsan dimasulkan kel dalam 

salulran pelmbulangan, platel selrta tabulng dibelrsihkan melnggulnakan air 

melngalir. 

  


